AMOR: Presence of abnormal cilia in the gonoduct of Bolinus brandaris

cilia, characterized by swellings of the
plasma membrane. If the swellings are
found in the central region of cilia (fre-
quency of 23%) the axoneme is not
modified, but if they are placed at the
tip, which is more frequent (65.7%) the
axoneme forms loops inside, and in
many cases an altered axoneme is seen.
These cilia can be disk-shaped, discoci-
lia, or conical-shaped if the swelling
occurs just in the subapical ciliary
region, in agreement with descriptions
by WASIK AND MIKOLAJCZYK (1991) in
the ciliate Cymatocilis convallaria.

The observations on made these ab-
normal cilia also corroborate the reports
of DILLY (1977a, b), HEIMLER (1978), Ma-
TERA AND DAvis (1982), DURFORT ET AL.
(1990) and CAJARAVILLE, MARIGOMEZ
AND ANGULO (1990-1991).

Although some authors (EHLERS
AND EHLERS, 1978; SHORT AND TAMM,
1991) describe them as artifacts due to
the hypertonic fixative medium and to
high temperatures (EHLERS AND EHLERS,
1978) or to hypotonic medium (SHORT
AND Tamm, 1991), we claim they are
genuine structures and not artifacts,
since using different buffers as well as
different osmolarities and low tempera-
tures (4 °C) they always appear in the
same percentage. On the other hand, the
axoneme of the spermatozoa of these
animals is not altered, nor are the cilia of
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some singular cells, known as atypical
spermatozoa or apyrene spermatozoa
(AMOR AND DURFORT, 1990a, b).

In some cases these modified cilia
have been related by several authors to
secretory organs (TAMARIN ET AL., 1976;
DiLLy, 1977a, b) where they seem to act
as a spatula plastering the secretions
into a tubule (DiLry, 1977a, b). They
have also described acting as water
paddles in the gills of some pulmonates
(De Villiers and Hodgson, 1987, cited by
CAJARAVILLE ET AL., 1990-1991), so it
appears that, in some cases, the role is to
import movement to the fluid. At the
level of the gonoduct epithelium of
Bolinus (Murex) brandaris, no evidence of
parasitism has been detected, as there is
no chemoreception. On other hand, as
the neccesary evacuation of the semen is
evident, we propose a role in evacuation
for these modified cilia.
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Ultraestructura de los oocitos maduros de Tapes
decussatus (Bivalvia). Estudio preliminar

Ultrastructure of the mature oocytes of Tapes decussa-
tus (Bivalvia). A preliminary study

Maria Gracia BOZZO, Montserrat POQUET y Merce DURFORT*

RESUMEN

La génada femenina de Tapes decussatus carece de células foliculares, caracteristica
muy frecuente en los moluscos bivalvos. Los oocitos por lo tanto estan en contacto
directo con el medio extracelular. El oolema, con abundantes microvilli esta recubierto
por la membrana vitelina, especializacion de la matriz extracelular caracteristica de los
oocitos. A través de esta membrana la célula puede internar el material extracelular
necesario para la sintesis de vitelo, pero al mismo tiempo incorpora a su citoplasma ele-
mentos contaminantes que alteraran en mayor o menor grado su normal desarrollo. El
citoplasma presenta abundantes plaquetas vitelinas en distinto grado de formacién, cuyo
origen puede deberse a la endocitosis antes citada, o bien a la sintesis y modificaciones
posteriores de algunos organulos citoplasmaticos: reticulo endoplasmatico, mitocondrias
y laminas anilladas. Cabe destacar entre el conjunto endomembranoso del oocito que
nos ocupa, la envoltura nuclear la cual presenta modificaciones notables relacionadas
con la formacién de material vitelino.

ABSTRACT

The female gonad of Tapes decussatus has no follicular cells, a common feature shared
by all bivalve molluscs. Oocytes are thus in direct contact with the extracellular environ-
ment. The ooleme, abounding in microvilli, is covered by the vitelline membrane, an spe-
cialization of the extracellular matrix which is characteristic of oocytes. Through this
membrane, the cell interns the extracellular material necessary for the synthesis of yolk
and incorporates contaminants into its cytoplasm. These contaminants will, to a higher or
lesser degree, alter the normal development of the cell. The cytoplasm abounds in yolk
platelets with different degrees of formation. Their origin might either be the above men-
tioned endocytosis or the synthesis and subsequent modifications of some cytoplasmic
organelles: endoplasmic reticulum, mitochondria, and annulate lamellae. Another feature
worth noting of the endomembranous system of the oocyte we are dealing with is its
nuclear envelope, as it shows remarkable modifications geared towards the formation of
yolk material.

PALABRAS CLAVE: oocitos, oolema, nicleo, vitelogenesis, Tapes, Bivalvia.
KEY WORDS: oocytes, oolema, nucleus, vitellogenesis, Tapes, Bivalvia.

* Unitat de Biologia Cel.lular. Dep. Bioguimica i Fisiologia. Facnltat de Biologia, Universitat de Barcelona.
Av. Diagonal, 645, 08071 Barcelona.

179



IBERUS, 14 (2), 1996

INTRODUCCION

El estudio preliminar llevado a cabo en
la almeja Tapes decussatus tiene por objeto
caracterizar la morfologia normal de la gé-
nada femenina y los gametos de esta es-
pecie. De este modo, es posible hacer un
seguimiento de las diversas alteraciones
que puedan presentar los oocitos de ejem-
plares parasitados o sometidos a procesos
de contaminaciéon medioambientales por
metales pesados, tal como se viene ha-
ciendo en otras especies de bivalvos (DUR-
FORT, BARGALLO, BOzZ0, FONTARNAU Y LO-
PEZ CAMPS, 1982; DURFORT, BOZZO, FERRER,
GARCIA VALERO, POQUET, RIBES Y SAGRISTA,
1991a; DURFORT, FERRER, SAGRISTA, POQUET,
Bozzo, GARCIA VALERO Y RIBES, 1991b).

Dentro del grupo de los bivalvos, las
especies mds estudiadas son evidente-
mentelas que tieneninterés para su comer-
cializacién y consumo. Aunque Tapes deciis-
satus se encuentra entre ellas, hasta el
momentono tenemos conocimiento denin-
gtin estudio histoldgico y citolégico de la
goénada femenina de esta especie. En cam-
bio, si han sido estudiadas otras especies
de bivalvos, tales como Mytilus edulis
(DURFORT, 1973a, 1979; PiPE, 1987; MICA-
LLEF Y TYLER, 1988), Mytilus galloprovin-
cialis (BOLOGNARI, 1957) y Pecten maxiius
(DORANGE, PAULET, LE PENNEC Y COCHARD,
1989). La referencia mds préxima a Tapes
decussatus la tenemos en las investigacio-
nes citoldgicas llevadas a cabo por MED-
HIOUB Y LUBET (1988)enlos tejidos de reser-
va de la génada de Tapes philippinarum.

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares estudiados proceden
de los cultivos de la Bahia dels Alfacs en
el delta del Ebro. Su tamario oscila entre
35 y 42 mm de didmetro maximo.

Para el estudio al microscopio éptico
se han fijado los fragmentos de ovario en
formol al 10%, previa deshidratacién y
tratamiento con tolueno, han sido inclui-
dos en parafina. Los cortes se han tefiido
panordmicamente con hematoxilina-eo-
sina y con el método tricrémico de Mallory:.

Para la microscopia electrénica de
transmision, se han fijado las muestras en
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glutaraldehido-paraformaldehido al 2,5%
en tampon fosfato salino (PBS), seguido
habitualmente de una postfijacién con
tetradxido de osmio al 1,5% en el mismo
tampodn. Se han dejado muestras sin osmi-
ficar para poder efectuar los estudios
microanaliticos. Las muestras deshidra-
tadas mediante una serie de acetonas de
graduacién creciente, han sido incluidas
en SPURR (1969), y los cortes ultrafinos con-
trastados con acetato de uranilo y citrato
de plomo segiin REYNOLDS (1963).

Las observaciones ultraestructurales
se han hecho con un microscopio HITA-
CHI 800MT. Para el estudio microanalitico
se han utilizado cortes de unos 20 nm pro-
tegidos por una capa de carbén, colocados
en rejillas de titanio cubiertas con una pe-
licula de Formwar. Los resultados se han
obtenido mediante un sistema de analisis
por separacion de energias KEVEX incor-
porado al microscopio. Los andlisis se han
efectuado a 100 KV de aceleracion.

RESULTADOS

Si bien la génada femenina de Tapes
decussatus, como es general en los molus-
cos bivalvos, no tiene células foliculares
ni células nutritivas, los oocitos se encuen-
tran agrupados en foliculos: comparti-
mentos delimitados por un tejido conec-
tivo bien visible al microscopio ¢ptico (Fig.
1). El desarrollo del tejido conjuntivo inter-
folicular es un pardmetro indicador del
grado de madurez de la génada. La ausen-
cia de células foliculares determina que
exista un mayor contacto entre las mem-
branas plasmaticas, oolema, de los propios
oocitos vecinos, asi como ligeras defor-
maciones debidas presumiblemente a la
presién producida por el aumento de
volumen de los oocitos de cada compar-
timento o foliculo (Fig. 2).

Almicroscopio dpticolos oocitos se ob-
servan como células mas o menos esféricas
de unos 40 a 50 ym de didmetro, en las que
se distingue el citoplasma, mds coloreado
debido ala presencia del vitelo y unniicleo
muy laxo con varios nucléolos (Fig. 3).

A nivel ultraestructural los oocitos
maduros de Tapes decussatus presentan el
aspecto caracteristico de una célula me-
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Figuras 1-3. Tapes decussatus. 1: corte de la génada femenina al microscopio 6ptico. Se obser-
van regiones diferenciadas del ovario con las células regularmente distribuidas. El tejido adya-
cente corresponde a los tibulos de la gldndula digestiva. (H/E). 2: detalle de los foliculos ova-
ricos con los oocitos maduros presentando distinto aspecto atendiendo al nivel en que se han
cortado. (H/E). 3: oocitos en los que se distingue claramente, después de la tincién con la
técnica tricrémica de Mallory, el citoplasma, el niicleo y los dos nucléolos.

Figures 1-3. Tapes decussatus. I: section of the female gonad, seen with an optic microscope.
Differenced areas in the ovary with regularly distributed cells are visible. The adjacent tissue
corresponds to the digestive gland tubules. (H/E). 2: detail of the ovaric follicules with mature
oocytes, showing different aspects deppending on the level of the section. (H/E). 3: oocytes
where it is clearly visible, once stained with Mallory’s trichromic, the cytoplasm, nucleus and
the two nucleolus.
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tabdlicamente activa. La membrana plas-
mdtica posee especializaciones destina-
das a aumentar la superficie de absor-
cién de la célula. El citoplasma es muy
rico en sistemas membranosos relaciona-
dos con la sintesis de material de reserva
y secrecién. El patron de organizacién
nuclear es el apropiado para dirigir di-
cha funcién sintetizadora: cromatina
laxa, presencia de nucléolos y abundan-
tes poros en la envoltura nuclear (Fig. 9).

Las estructuras celulares en las que
hemos fijado preferentemente nuestra
atencion son: el oolema y la membrana
vitelina, la envoltura nuclear y las pla-
quetas vitelinas.

El oolema emite numerosos microvi-
1li de longitud y didmetro variable, los
cuales adquieren a menudo la forma de
botella 0 matraz. La base esférica de es-
tas formaciones presenta continuidad
con las vesiculas de endocitosis situadas
en la parte mds periférica del citoplasma,
es decir en el ectoplasma (Fig. 4).

La matriz extracelular constituida en
cubierta vitelina, muy patente en esta es-
pecie, forma una capa ligeramente fi-
brosa con aciimulos densos a los electro-
nes justamente alrededor de los microvi-
1li a modo de “fuzz”. Se ha analizado
mediante dispersién de rayos X alguna
de estas estructuras densas situadas so-
bre la cubierta vitelina o internas ya en la
célula. El resultado (Fig. 5) muestra la
presencia de hierro en cantidad muy su-
perior a la de otros elementos.

El ooplasma presenta densidad media
alos electrones debida a la abundancia de
ribosomas. Sin embargo, se observan es-
pacios o canaliculos entre el reticulo en-
doplasmatico rugoso, los cuales ofrecen
laimagen de un sistema o red de conexién
a través de toda la célula (Fig. 6). Las ve-
siculas del reticulo endoplasmatico rugoso
pueden dar lugar a sistemas de ldminas
anilladas, estructuras frecuentes en los oo-
citos maduros de muchas especies (Fig.
7). Entre este complejo sistema trabecular
aparecen numerosas mitocondrias distri-
buidas por todo el citoplasma. Su morfo-
logia es la caracteristica y en algunas de
ellas se pueden observar procesos de di-
visidn, lo cual es habitual en los oocitos.
Se encuentran también numerosas pla-
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quetas vitelinas delimitadas por una mem-
brana y abundantes gotas lipidicas, sin li-
mite membranoso, apreciables por su me-
nor densidad electrénica (Fig. 6).

La envoltura nuclear se halla for-
mando numerosas lobulaciones sobre si
misma y con abundantes poros (Fig. 9);
sin embargo, en los oocitos estudiados
se observan formaciones poco habitua-
les derivadas de la envoltura nuclear.

Lasuperficie citoplasmadtica delaenvol-
tura nuclear, la cual tiene muchos poros,
presentaacimulos de material densoalos
electrones. Dichos actimulos son agrupa-
ciones de pequenas vesiculas presumi-
blemente segregadas de la misma super-
ficie nuclear (Fig. 10). Paralelamente, se
observa la formacion de compartimentos
o vacuolas producidos por la separacién
deladoble membrananuclear, provocando
la aparicién de espacios citoplasmaticos
dondeseacumula material densoalos elec-
trones (Figs. 9 y 11). La coalescencia de
ambas formaciones, pequenas vesiculas y
vacuolas puede llevar a la formacion de
un tipo de plaquetas vitelinas.

Al mismo tiempo, la doble mem-
brana nuclear da lugar a sistemas de
laminas anilladas (Fig. 8), derivacién
relativamente frecuente en oocitos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El proceso de la oogénesis ha sido cla-
sificado tradicionalmente como un proceso
solitario o folicular, segtin haya o no células
foliculares acompanando al oocito durante
su maduracion, y si éstas desempeiian
alguna funcién a lo largo del mismo. En
los moluscos bivalvos se ha considerado
la oogénesis como solitaria (RAVEN, 1966).

PIPE (1987) en el estudio realizado so-
bre la oogénesis de Mytilus edulis indica
que los oocitos de este molusco durante los
primeros estadios del proceso se presen-
tan rodeados por un pequeno nimero de
células foliculares. Sin embargo, a medida
que se desarrollan los gametos, las célu-
las foliculares quedan restringidas a un
tallo o pedtinculo que une el oocito con la
pared de la génada. Alrededor de los oo-
citos de Tapes decussatus no se han obser-
vado células foliculares ni en los estadios
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Figura 4. Imagen de la membrana vitelina del oocito de Tapes decussatus observada al micros-
copio electrénico de transmisién. Se distinguen los microvilli en forma de matraz, la matriz ex-
tracelular y el material electrodenso acumulado en la superficie externa y en el citoplasma (fle-
chas). Figura 5. Espectro resultante del microanalisis del material denso de la imagen anterior.
Cabe sefialar el pico correspondiente al hierro, cuya presencia no es muy habitual en los oocitos.
Abreviaturas. c: citoplasma, en: envoltura nuclear, 1: gota lipidica, la: ldminas anilladas, m: mi-
tocondrias, me: matriz extracelular, mv: microvilli, n: nicleo, re: reticulo endoplasmatico ru-
g0s0, v: plaquetas vitelinas.

Figure 4. Transmition electron microscope image of the Tapes decussatus oocyte vitelline mem-
brane. Microvilli flask-shaped, extracellular matrix and electrondense material in the outer
surface and in the cytoplasm (arrows) are distinguible. Figure 5. Spectrum from the microanalysis
of the dense material of the previous image. Note the pick of iron, whose presence in oocytes is
unusual.

Abbreviations. c: citoplasm, en: nuclear envelope, l: lipidic drop, la: annulate lamellae, m: mi-
tochondria, me: extracellular matrix, mv: microvilli, n: nucleus, re: rough endoplasmatic reti-
culum, v: yolk platelets.
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iniciales ni en los estadios mds maduros
de su desarrollo.

La ausencia de la células foliculares
determina mayor contacto directo entre
los oocitos de un mismo foliculo y también
la capacidad de éstos de incorporar, a
través del oolema, los precursores nece-
sarios para la sintesis del vitelo. Al mismo
tiempo creemos que esta capacidad pro-
porciona una via de entrada de algunos
iones metdlicos presentes en el medio al
citoplasma del oocito (Figs. 4 y 5).

Los iones metdlicos se pueden acu-
mular en distintos compartimentos celu-
lares de los tejidos de los moluscos bival-
vos, mediante la formacion de complejos
moleculares. Algunos metales pesados (Fe,
Zn, Cu) son metabdlicamente necesarios
a concentraciones muy reducidas. Algunos
autores (FOWLER, WOLFE Y HETTLER, 1975;
NoTT, 1991) han indicado y demostrado
con experimentos de contaminacién con
Hg realizados en bivalvos, que la incor-
poracion de dicho elemento puede pro-
ducir cambios notables en los niveles de
Fe, Cuy Zn. En el presente estudio no se
ha llevado a cabo hasta el momento la
identificacién del Hg; sin embargo, en las
muestras analizadas no existen trazas de
este elemento.

En la mayoria de las células los iones
metalicos se unen a proteinas citosélicas
formando estructuras vesiculares y liso-
somas (POQUET, B0zzO, SAGRISTA Y
DURFORT, 1992). En el estudio morfolégico
de los oocitos de Tapes decussatus no se dis-
tinguen formaciones lisosémicas, por lo
que el Fe y otros metales pesados detec-
tados se incorporardn al citoplasma para
formar moléculas proteicas componentes
habituales de las plaquetas vitelinas.

Si bien BussON-MABILLOT (1984) des-
cribe en oocitos de trucha la formacion de
vitelo como un proceso realizado a través
de endosomas y lisosomas, en Tapes de-
cussatus no se distingue substrato morfo-
légico para pensar en esta posibilidad.
Ademads, en referencia al mencionado tra-
bajo, las caracteristicas citoquimicas y mor-
folégicas de las estructuras estudiadas,
asi como el grado de madurez de los oo-
citos, nos lleva a pensar que las forma-
ciones en cuestién son granos corticales
cuya naturaleza es evidentemente lisoso-
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mica (SCHUEL, 1978; GURAYA, 1982; BOzz0,
1984; SousA Y AZEVEDO, 1988; WESSEL,
1989; WALLACE Y SELMAN, 1990).

El origen de las plaquetas es varia-
ble, segin la mayoria de autores (PIPE,
1987; DURFORT, 1973a). En Tapes decussa-
tis creemos interesante subrayar que
juntamente con la génesis a partir de
reticulo endoplasmdtico rugoso, com-
plejo de Golgi y mitocondrias, existe un
origen a partir de cambios drdsticos en
la doble membrana nuclear.

En efecto, en los oocitos descritos se
observa la complicada morfologia de la
envoltura nuclear que da lugar a dilata-
ciones de las dos membranas formando
sistemas de espacios membranosos que
se separan del nicleo y se incorporan al
citoplasma. Al mismo tiempo se observa
la acumulacién de material electrodenso
en la superficie de la membrana nuclear
exterma.

La aparicién de acimulos electro-
densos producidos por emisiones del
nucleo a través de los poros nucleares y
evaginaciones de la envoltura nuclear
fue descrita por primera vez por ANDER-
SON Y BEAMS (1956) en oocitos de insec-
tos. Posteriormente, se han hallado en
oocitos de muchas especies, tanto de in-
vertebrados como de vertebrados (CLE-
ROT, 1968; EDDY, 1974; CAPLET; 1981;
AZEVEDO, 1984), recibiendo distintos
nombres tales como: nematosomas, cuer-
pos cromatoides o “nuages”. A menudo
estan asociados a grupos de pequenas
mitocondrias por lo que se les denomina
cemento mitocondrial (ANDRE, 1962).

En los oocitos que nos ocupan, este
material presenta una caracteristica que
no es comun a los hasta ahora descritos.
Se trata de un material vesicular y no com-
pacto que se segrega de la envoltura
nuclear. Estas formaciones se unen a las
dilataciones de la superficie nuclear. El
grado de compactado va aumentando
hasta constituir plaquetas vitelinas bien
definidas. La presencia de dilataciones de
la envoltura nuclear se ha descrito en
oocitos de Mytilus edulis (DURFORT, 1973a).
Sin embargo, en Tapes decussatus se observa
que no se trata solamente de una modifi-
cacion de la envoltura nuclear, sino que
ademads comporta la transformacién en



Bozzo ET AL.: Ultraestructura de los oocitos maduros de Tapes decussatus

Figuras 6-8. Oocitos de Tapes decussatus. 6: citoplasma visto al microscopio electrénico de
transmisién. Es interesante destacar la disposicién canalicular del reticulo endoplasmatico rugo-
S0 y su gran desarrollo. 7: 1aminas anilladas en el citoplasma de un oocito. En esta imagen mues-
tran continuidad con las vesiculas del reticulo endoplasmadtico rugoso. 8: 1dminas anilladas para-
lelas y muy cercanas al niicleo del oocito. Su aspecto es similar a la envoltura nuclear de la cual
probablemente derivan.

Abreviaturas como en la Figura 4.

Figures 6-8. Tapes decussatus oocytes. 6: cytoplasm seen with a transmission electron micros-
cope. Note the channel-shape arrangement of the rough endoplasmatic reticulum and its great
development. 7: annulate lamellae in an oocyte cytoplasm. In this image, they show continuity
with the vesicles of the rough endoplasmatic reticulum. 8: annulate lamellae, parallel and very
close to the oocyte nucleus. Their appearance is similar to that of the nucleus envelope, from
which they are probably originated.

Abbreviations as in Figure 4.
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Figuras 9-12. Oocitos de Tapes decussatus. 9: disposicion altamente irregular de la envoltura
nuclear. Las invaginaciones pueden secuestrar zonas citoplasmaticas con abundantes organulos
(flechas). Asimismo, se observan pequefias vesiculas formadas a partir de la membrana externa
de la envoltura nuclear (*). 10-12: proceso de formacidn de plaquetas vitelinas a partir de vesi-
culas formadas por la envoltura nuclear.

Abreviaturas como en la Figura 4.

Figures 9-12. Tapes decussatus oocytes. 9: highly irregular arrangement of the nuclear envelope.
Invaginations can “kidnap” cytoplasmatic areas with abundant organelles (arrows). Little vesi-
cles originated from the external nuclear envelope (*) are also noticeable. 10-12: formation pro-
cess of yolk platelets from vesicles originated by the nuclear envelope.

Abbreviations as in Figure 4.
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